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1. RESUMEN

La leishmaniasis es una enfermedad que se caracteriza por un gran
polimorfismo clinico que puede llegar a comprometer la piel, las mucosas
y las visceras. Son causadas por diferentes especies de protozoos del
género Leishmania.

A pesar de ser un problema de salud en todo el mundo, contintdan
siendo afecciones altamente desatendidas que carecen de un tratamiento
eficaz y poco tdxico. La investigacién actual de nuevos agentes
leishmanicidas, mas potentes y selectivos, demuestra el papel crucial de
los productos naturales en el desarrollo de una nueva generacion de
farmacos antiparasitarios.

Como resultado del estudio quimico del fruto de Arctostaphylos
pungens K (pinglica) se consiguié el aislamiento e identificacion por
primera vez de dos compuestos: acido maslinico (acido (2a,3B)-2,3-
dihidroxiolean-12-en-28-o0ico) y acido oleandlico (acido 3B-hidroxiolean-
12-en-28-0ico).

Asi mismo, los resultados derivados de los ensayos bioldgicos
mostraron que, tanto el acido maslinico como el acido oleandlico poseen
un potente efecto leishmanicida sobre promastigotes de la cepa
Leishmania mexicana (Cls50=26.50 £ 2.80 uM, y CI5=71.93 + 1.10 uM,
respectivamente). Si bien, no hay reportes etnomédicos sobre su uso
contra leishmaniasis, el extracto organico preparado a partir de los frutos
de la pinglica también revel6 una notable actividad leishmanicida sobre

la cepa L. mexicana, con una Clspde 82.51 £+ 1.44 pg/mL.
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2. INTRODUCCION

La leishmaniasis describe un grupo de enfermedades tropicales
desatendidas causadas por protozoarios del género Leishmania, estos son
transmitidos por la picadura/mordedura del fleb6tomo hembra de los
géneros Phlebotomus y Lutzomyia.! En el humano infectado causan un
conjunto de sindromes clinicos que pueden comprometer la piel, las
mucosas Y las visceras.? Simultaneamente, los farmacos empleados para
tratar la enfermedad suelen ser toxicos y costosos, mas aun, estd
aumentando la resistencia de los parasitos a estos medicamentos.

Es necesario recalcar que, las actividades turisticas y de recreacién
en areas endémicas, fendmenos de migracién forzada y el cambio
climatico, han contribuido al incremento de casos reportados en paises o
regiones no endémicas. Excluyéndose asi el paradigma sobre
leishmaniasis como una enfermedad exclusiva de los pobres.

Como en otros paises, México es afectado por esta enfermedad. De
hecho, la leishmaniasis cutanea localizada (LCL) prevalece como el
principal cuadro clinico sobre la poblacidon mexicana. A su vez, la
problematica se agrava debido a que no se cuenta con informacion veraz
respecto a la tasa de curacion y recaidas, asi como de casos nuevos
notificados, o bien, sobre los efectos adversos del medicamento
antimonial empleado.

Por otro lado, los acidos maslinico y oleandlico comprenden un tipo
de triterpenos pentaciclicos con un amplio espectro farmacoldgico.
Brevemente, se han descrito efectos sobre bacterias, protozoarios, virus
(VIH), y células cancerigenas; de igual modo se indica su accién como
antioxidadantes, hipoglucemiantes, antiinflamatorios, cardio, gastro y

hepatoprotectores.
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Recientemente, avances en el conocimiento de los productos
naturales han conducido a evaluar diversos compuestos con capacidad
antileishmaniasis, lo cual promete revolucionar el tratamiento dirigido a
los pacientes. Entre algunos de estos agentes leishmanicidas se
encuentran los triterpenos pentaciclicos. En particular, el acido maslinico
y el acido oleandlico, se han ensayado tanto in vitro como in vivo sobre
aquellas especies de Leishmania asociadas a los principales cuadros
clinicos: Cutdaneo, mucocutdneo y visceral. Los resultados obtenidos
sugieren una notable aplicacion terapéutica para estas moléculas.

En este marco de referencia, el presente trabajo de investigacién
caracterizd quimicamente dos compuestos aislados a partir del fruto de
Arctostaphylos pungens K (pingiica): acido maslinico y acido oleandlico.
Asi mismo, se analizd el efecto derivado por dichos acidos sobre la
viabilidad de promastigotes y amastigotes de la cepa Leishmania
mexicana. De igual modo, el extracto total de los frutos de pingtica fue

evaluado sobre esta especie de Leishmania.
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3. MARCO TEORICO

3.1. Leishmaniasis
3.1.1. Incidencia y prevalencia

De acuerdo con datos recopilados por la Organizacién Mundial de la
Salud (OMS) en 2018, a nivel mundial, el 9.7% de las muertes son
causadas por enfermedades transmisibles (ET), formando parte de éstas,
las enfermedades tropicales desatendidas (ETD) que generalmente son
causa de ceguera, desfiguracion, mutilacion y debilidad para cientos de
millones de personas. Dentro de los tipos principales de ETD se
encuentran: dengue, equinococosis, rabia, esquistosomiasis, lepra,
teniasis, neurocisticercosis, y leishmaniasis, entre otras.34 Juntas causan
aproximadamente 220 mil defunciones cada ano. Por si misma, la
leishmaniasis provoca cerca de cuarenta mil muertes al afio, lo que la
convierte en un importante problema de salud publica en todo el mundo,
con un estimado de 350 millones de personas en riesgo de infeccidn. La
prevalencia general es 12 millones de casos por esta enfermedad y la
incidencia anual es 2 a 2.5 millones de casos.>8

Las leishmaniasis son parasitosis que afectan a la poblacion mas
vulnerable de zonas endémicas, principalmente en areas rurales y areas
urbanas desatendidas. Ademas del impacto psicolégico y emocional que
conlleva el padecimiento por leishmaniasis, las consecuencias
socioecondmicas que acompanan el tratamiento de la enfermedad son de
gran repercusion monetaria para la comunidad, especialmente para
aquellas menos favorecidas, donde el acceso a los recursos médicos es

limitado.®
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De todas las enfermedades parasitarias, la mortalidad de
leishmaniasis es superada solo por la malaria, y en términos de AVAD
(Afios de Vida Ajustados por Discapacidad) la tercera causa mas comun
de morbilidad después de la malaria y la esquistosomiasis.!? Los tipos de
leishmaniasis comunes en infantes y adultos presentan sintomas que
varian desde lesiones cutaneas ulcerativas hasta lesiones deformantes de
la mucosa (leishmaniasis cutanea, LC) o hipertrofia hepatica y del bazo
(leishmaniasis visceral, LV).11-13 Se sabe que la prevalencia global actual
es 0.2 a 0.4 millones de casos por LV y 0.7 a 1.2 millones de casos por
LC.>% Adicionalmente, se ha reportado un aumento en casos de
leishmaniasis importada en paises no endémicos e industrializados, en
asociacion con el incremento de los viajes internacionales, actividades
militares, migracidn, urbanizacidon, deforestacion y agricultura cerca de
los sitios de reproduccion de los flebotomineos, asi como el cambio
climatico,!81> haciendo de esta parasitosis una importante enfermedad
tanto para habitantes locales como para viajeros.

Estudios recientes revelan que alrededor del 75% de los casos por
LC se concentran en 10 paises, cuatro de los cuales estan en la regiéon de
Ameérica (Brasil, Colombia, Peru y Nicaragua).>1%17 Con respecto a LV,
siete paises (Brasil, Etiopia, India, Kenia, Somalia, Sudan del sur y Sudan)
reportaron mas del 90% de los casos a nivel mundial;!! siendo una
enfermedad endémica en 12 paises de América. Cerca del 96% de los
casos en esta region, estan concentrados en Brasil.1’

Conviene subrayar que, en América, durante el periodo de 2001 al
2017 se registraron 940.4 casos por LC con un promedio anual de 55.3
casos. En cuanto a LV se registraron 59.8 casos con un promedio anual
de 3.5 casos.? Incluso, cinco paises presentaron un aumento significativo
en la tasa de incidencia en comparacién al 2016: ElI Salvador
(9.63/100,000 habitantes), Argentina (10.27/100,000 habitantes),
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México (11.5/100,000 habitantes), Ecuador (22.6/100,000 habitantes) y
Costa Rica (51.7/100,000 habitantes).l’

En relacion con México, la poblacion en riesgo se estima en nueve

millones de habitantes, el agente etioldgico ha sido reportado en 22

estados y la leishmaniasis es considerada endémica en 18 entidades

federativas (Figura 1), siendo los estados del sureste los mas afectados.

Popularmente la enfermedad es llamada “ulcera de los chicleros” y es muy

frecuente en la peninsula de Yucatan.218-21 Una de las areas endémicas

por leishmaniasis en México es La Chontalpa, localizada en el estado de

Tabasco. Este estado tiene el nimero mas alto de pacientes en el pais

(37.4%) y 90% de estos residen en dicho lugar, una regidn asociada con

plantaciones de cacao y platano.2?

Grupo de edad

1.8% <5 aiios
3.2% >5<10 aios
95% > 10 aiios

\E
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L. mexicana
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Medicamentos
disponibles

Antimoniato de
meglumina

80% Masculino
20% Femenino

Ocurrencia

842

nuevos casos
(100% cutaneos)

Indice de

transmision

Incidencia
(100 000 hab.) 11 -50

Bajo

Il Regién del Golfo (Intenso)
Region del Pacifico (Medio)

[ | Regién del Centro (Bajo)

I Almenosun €aso reportado

=

Vectores
Lutzomyia

L. ovallesi

L. olmeca olmeca
L. panamensis

L. ylephiletor

L. diabolica

L. cruciata

L. shannoni

L. anthophora

Figura 1. Zonas con entidades federativas afectadas por leishmaniasis en México.

Resumen de la situacion actual en el pais de acuerdo con la informacién disponible.
Modificado de la Secretaria de Salud, 2015 y OPS/OMS, 2019.
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3.1.2. Aspectos epidemiologicos

Se define como leishmaniasis a un conjunto de enfermedades
transmitidas por vector causadas por parasitos protistas obligados del
género Leishmania (subgénero Leishmania o Vannia)?3 (Figura 2). Las
manifestaciones clinicas son variables y reflejan una compleja interaccién
entre la (s) especie (s) de Leishmania, el estatus inmunoldgico y
nutricional del paciente, y la composicién bioquimica de la saliva del
flebétomo hembra infectada.l.24

En general, distintos cuadros clinicos se asocian con la LC, puede
causar lesiones primarias localizadas en la piel (leishmaniasis cutanea
localizada, LCL) que pueden sanar por si mismas, pero dependiendo del
parasito puede diseminarse hacia la mucosa nasofaringea y causar
lesiones secundarias tipicas de leishmaniasis mucocutdnea (LMC) o
diseminarse hacia todo el cuerpo en forma de lesiones nodulares en la
leishmaniasis cutdanea difusa (LCD);%> poco frecuente pero con alta
prevalencia en algunas regiones es la leishmaniasis cutanea diseminada
(LD) que se caracteriza por un alto nUmero de lesiones pleomoérficas.2:13
Otras especies de Leishmania se diseminan hacia érganos internos tales
como el higado, bazo y médula 6sea para causar LV,%® generalmente
ocasiona crecimiento abdominal y falla organica por lo cual resulta fatal
si no se trata oportunamente.! Ademas, LV, y menos frecuente LCL o LMC,
pueden ser infecciones oportunistas en individuos inmunocomprometidos
por causa del virus de inmunodeficiencia humano (VIH/SIDA) u otras
razones relacionadas con inmunodeficiencia.?*2” En el Cuadro 1 se
describen los signos y sintomas caracteristicos de cada patologia.

En particular, el sindrome mas comin es la LCL, quien
principalmente es causada por Leishmania major y Leishmania tropica en
el viejo mundo (Mediterrdneo, Medio oriente y Africa), y por Leishmania

braziliensis, Leishmania mexicana, y especies relacionadas en el nuevo
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mundo (México, Centroameérica y Sudameérica).?® En concreto, de acuerdo
a la especie de parasito, alrededor del 10% de casos por LCL progresan a
manifestaciones mas graves, es decir, LMC, LCD y LD.1!

Se debe agregar que, actualmente, todos los esfuerzos estan
dirigidos a garantizar el diagnostico temprano y el tratamiento adecuado
y oportuno de la enfermedad, para evitar asi tanto las muertes
ocasionadas por LV, como las desfiguraciones o mutilaciones provocadas
por LMC y la elevada morbilidad y estigmatizacion social causadas por
LCL_2,29,30

Familia Trypanosomatidae
Género  Crithidia Leptomonas Herpetomonas Blastocrithidia Leishmania Sauroleishmania Trypanosoma Phytomonas Endotrypanum
Subgénero Leishmania Viannia
"""""""""" y ! t
Complejo | | ’V i i ’
de especies i !
L. donovani L. fropica L. major L. aethiopica L. mexicana ! L. braziliensis ! L. guyanensis
| |
' 1
........................ [
Especies L. chagasi* L. killicki* L. major L. aethiopica L. amazonensis :No patogénicas para los L. braziliensis | No asignadaj L. guyanensis
L. donavani L. fropica L.garmhami * 1 humanos: L. peruviana | L. lainsoni :L. panamensis
L. infantum L. mexicana 1 Viejo Mundo: i
L. pifanoi* | L. arabica

L. venezuelensis ' L. gerbilli
! Nuevo Mundo:
! L. aristidesi
1 L. enriettif
\L.deanei v L________ a
L. hertigi

Figura 2. Taxonomia de Leishmania. El simbolo * representa estatus de especie
en debate. Modificado de OPS, 2019.
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Cuadro 1. Principales formas clinicas de leishmaniasis y especies de Leishmania asociadas.

&

Sindrome ] Viejo/Nuevo ] . ]
] Especie causal * Manifestacion clinica Referencia
Clinico mundo
L. (L.) major VM
L. (L.) mexicana NM Papula eritematosa que progresa a un nodulo y
L. (L.) amazonensis NM luego se ulcera; numero de lesiones unico o
Leishmaniasis L. (V.) braziliensis NM limitado. Las ulceras presentan bordes elevados
Cutanea L. (L.) tropica VM endurecidos con erosion central que puede estar | [2] [14] [27]
Localizada L. (L.) aethiopica VM cubierto por una costra. Las lesiones dolorosas son [33]
(LCL) L. (V.) panamanensis NM raras, principalmente relacionadas con infeccion
L. (L.) infantum (sin bacteriana o superposicion en articulacion. Hay
L. chagasi) NM, VM resolucion espontanea.
L. (L.) donovani VM
L. (L.) amazonensis NM Lesiones nodulares eritematosas y placas lisas o
. verrugosas de color marrén rojizo; la cara
Leishmaniasis L. (L.) mexicana NM g . . ) y
Cuts progresivamente las extremidades son afectadas, | [2] [11] [14]
utanea ; ;
_ L. (V.) pifanoi NM ocasionalmente la regién oronasal; raramente | [15][20]
Difusa (LCD) .
L. (L.) aethiopica VM ulceran y no se cura espontaneamente. Es una
L. (L.) major VM forma grave y anérgica de la enfermedad.

*(L.), (V.) Denota el subgénero Leishmania y Vannia, respectivamente. NM Nuevo Mundo; VM Viejo Mundo.
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Cuadro 1. Principales formas clinicas de leishmaniasis y especies de Leishmania asociadas (continuacion).

Sindrome ] Viejo/Nuevo ] . ]
Clini Especie causal * g Manifestacion clinica Referencia
inico mundo
L. (L.) amazonensis NM Mezcla de multiples lesiones papulares con
M apariencia de acné, nodulares y ulceradas
Leishmaniasis L. (L.) mexicana que afectan diferentes segmentos del cuerpo.
Cutanea L. (V.) guyanensis NM Comunmente, una o mas lesiones con [2] [13] [14]
Diseminada (LD) M caracteristicas clasicas de las Uulceras
L. (V.) braziliensis granulomatosas de bordes elevados inician la
L (V) _ NM enfermedad. El numero de contusiones
. (V.) panamensis
P puede llegar a cientos.
L. (V.) braziliensis NM Lesiones destructivas del tabique nasal, los
Leish o M labios o mejillas y el paladar. Otras areas
eishmaniasis :
" y L. (V.) panamanensis afectadas son faringe, laringe y, rara vez, la | [2][11][13]
ucocutanea o
dia (LMC) NM traquea o los genitales. No sana por si| [14][15] [33]
espundia ;
P L. (V) guyanensis misma; hay congestiéon nasal y hemorragia
recurrentes.
L. (L.) amazonensis NM

*(L.), (V.) Denota el subgénero Leishmania y Vannia, respectivamente. NM Nuevo Mundo; VM Viejo Mundo.
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Cuadro 1. Principales formas clinicas de leishmaniasis y especies de Leishmania asociadas (continuacion).

Sindrome

Clinico

Especie causal *

Viejo/Nuevo

mundo

Manifestacion clinica

Referencia

Leishmaniasis
Visceral o Kala-
azar (LV)

L. (L.) donovani

L. (L.) infantum

(sin. L. chagasii)

VM

NM, VM

Fiebre irregular, pérdida de peso,
esplenomegalia y hepatomegalia, distencion
abdominal, linfadenopatia, leucopenia,
anorexia, pigmentacion cutanea y palidez de
membranas mucosas. Diarrea cronica y

retraso en el crecimiento (nifios).

[2] [14] [19]
[20] [26] [27]
[33]

*(L.), (V.) Denota el subgénero Leishmania y Vannia, respectivamente. NM Nuevo Mundo; VM Viejo Mundo.
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3.1.3. Ciclo bioldgico

Los protozoos del género Leishmania se alternan entre dos estadios
durante su ciclo de vida: amastigote y promastigote, éstos se ubican en
los reservorios (huéspedes vertebrados) y los vectores flebotomineos
(huéspedes invertebrados), respectivamente. La forma intracelular
obligada (amastigote) es esférica u ovalada, no mévil y mide alrededor
de 5.0 ym de diametro. La forma extracelular (promastigote) es movil,
flagelada y con alrededor de 15 a 20 um de largo.10:31

De manera general, el ciclo de vida de Leishmania inicia en el
flebétomo cuando éste ingiere sangre de un huésped infectado, los
parasitos adquiridos (amastigotes) se desarrollan exclusivamente en el
tracto digestivo del insecto hacia su forma extracelular. Durante su
desarrollo como promastigote, denominado metaciclogénesis, los
parasitos cambian su morfologia de una forma no infectiva (prociclica) a
una infectiva (metaciclica). Cuando el flebdtomo vuelve a alimentarse,
regurgita los promastigotes metaciclicos en el sitio de mordedura/piquete,
introduciéndolos dentro de la circulacidon de un nuevo reservorio. Una vez
dentro del huésped vertebrado, los promastigotes son internalizados por
macroéfagos y, dentro de la vacuola fagocitica, se transforman hacia
amastigotes, éstos se multiplican intensamente hasta la lisis de la célula
parasitada. Los amastigotes resultantes infectan nuevas células del linaje
monocito-macréfago, continuando el ciclo de infeccidn.31:32

El ciclo es completado cuando otro vector se alimenta adquiriendo
los amastigotes, éstos se transforman de nuevo a promastigotes y migran
hacia la proboscis del vector, listos para repetir el ciclo con la subsecuente

mordida/piquete (Figura 3).33

12
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Por otra parte, se han reportado vias de transmisién no vectoriales
esporadicas, tales como transfusién, trasplante de érganos, congénita o

accidentes de laboratorio.811,29,34

Diferenciacion

Amastlgotes

H @ Promastigotes
B - T S N N
B - M S
TN
Mordedura del Mordedura del
flebotomo flebotomo

Recon001m1ent0

)
7 ©
% Q Reinfeccion

Lisis o)
celular @ Macrofago

G \
\ / Fagolisosoma

Amastigote intracelular

>

Figura 3. Ciclo de vida de Leishmania. A) El fleb6tomo inocula promastigotes
metaciclicos en la dermis de la piel al momento de alimentarse de la sangre del
huésped vertebrado. B) Reconocimiento del parasito por células fagociticas
mononucleares, incluidos los macréfagos. C) Internalizacion del promastigote en
una vacuola parasitéfora. D) Dentro de las células hospederas, los promastigotes
se diferencian en amastigotes. E) Proliferacion masiva del amastigote por fision
binaria dentro de la vacuola parasitoéfora. F) Lisis del macréfago y liberacion de
amastigotes. G) Los amastigotes libres son fagocitados por células sanas del linaje
monocito—macréfago. H) Amastigotes libres en circulacion que pueden ser
adquiridos por un flebétomo sano al ingerir sangre. 1) Metaciclogénesis de los

parasitos adquiridos dentro del vector. Modificado de Kaye y Scott, 2011.
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3.1.4. Tratamiento para la leishmaniasis

En la actualidad no se cuenta con una vacuna para la leishmaniasis,
lo Unico efectivo para todos los cuadros clinicos continla siendo la
quimioterapia, que se basa en antimoniales pentavalentes; en el mercado
existen dos presentaciones, el antimoniato de meglumina (Glucantime®)
y el estibogluconato de sodio (Pentostam®).39 Sin embargo, su empleo se
ha limitado y vinculado con efectos secundarios peligrosos, un alto precio,
resultados variables bajo el mismo régimen de dosis y una emergente
resistencia de los parasitos a dichos medicamentos. Ademas, el
tratamiento es largo (por mas de 30 dias, dependiendo de la evolucion
clinica), la administracidon es por via parenteral, en ocasiones el paciente
no tiene acceso a los sistemas de salud y no pueden utilizarse en
pacientes que padecen insuficiencia renal, hepatica o cardiaca; ni en
aquellas con tuberculosis.?!

Alternativamente, miltefosina, pentamidina, anfotericina B vy
paromomicina pueden ser empleados. En México esta ultima opcién no se
utiliza ampliamente puesto que incluso cuando se administran en
combinacion, la eficacia de estos medicamentos es inferior al efecto
optimo. A su vez, la toxicidad de miltefosina, anfotericina B vy
paromomicina también se ha descrito.19.18.29 E| Cuadro 2 resume las
principales opciones terapéuticas para las diferentes formas clinicas de
leishmaniasis.

En resumen, el escenario de quimioterapia actual insta a
tratamientos antileishmaniasis mas eficientes y seguros, alentando la
busqueda de nuevos compuestos bioactivos como los de origen natural.3>
De hecho, en algunas regiones del mundo la medicina herbolaria
constituye la primera, y algunas veces, la Unica opcion para el tratamiento

de leishmaniasis.?2

14
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Cuadro 2. Medicamentos empleados en el tratamiento de los cuadros clinicos de leishmaniasis.

&

Ruta e
Modo de accién en
Medicamento i indicacién Efectos adversos Referencia
parasitos de Leishmania o
principal
Antimoniales e . :
Sistémico: Pancreatitis, leucopenia,
pentavalentes: L - - : : - :
Inhibicion de glucdlisis y | iv/im: LCL, |trombocitopenia, arritmia cardiaca,
» Antimoniato de S ) ) _
oxidacion de acidos grasos. LMC, LV | enzimas hepaticas alteradas.
meglumina L . . : : : [10] [15]
Inhibicién dosis dependiente | intralesional: | Otros: Fatiga, dolor muscular y
(Glucantime®) . ) _ .
) ATP y formacion de GTP. LCL sintomas gastrointestinales
» Estibogluconato de
. (anorexia y nausea).
sodio (Pentostam®)
Inhibicion de sintesis en
membrana celular por union v LCL Fiebre, escalofrios, resfriado, dolor
iv: ,
Anfotericina B a ergosterol. LMC. LV de huesos, nefrotoxicidad, [10] [32]
Formacion de poros en ’ hipopotasemia, miocarditis.
membrana celular.
Inhibicién de la sintesis de im: LCL, Dolor en el sitio de inyeccion,
Isetionato de poliamina y dificulta la LMC hipoglucemia, hipotensién, [10] [32]
Pentamidina replicacion y transcripcion | intralesional: | nefrotoxicidad, hepatotoxicidad, [20]
del genoma mitocondrial. LCL dolor de cabeza y rara vez diabetes

LCL: leishmaniasis cutanea localizada; LMC: leishmaniasis mucocutanea: LV: leishmaniasis visceral; im: intramuscular; iv: intravenosa

15
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&

Cuadro 2. Medicamentos empleados para tratar los diferentes cuadros clinicos de leishmaniasis (continuacion).

Ruta e
) Modo de accidén en parasitos | ]
Medicamento indicacion Efectos adversos Referencia
de Leishmania
principal
Apoptosis celular por » Trastornos gastrointestinales:
Analogo de modulacion en receptores de Oral Nauseas vomito y diarrea, hepato y
ral:
alquilfosfocolina: superficie celular, metabolismo LCL LV nefrotoxicidad (tratables y/o [10] [15]
» Miltefosina del inositol, activacion de ’ reversibles) [32]
(hexadecilfosfocolina) | fosfolipasa, proteina quinasa C » Teratogénico: contraindicado en el
y otras vias mitogénicas embarazo
» Topico: Dolor, abrasivo, prurito
Posible interferencia con im: LV .
o . . local y eritema
Paromomicina sintesis de ARN y Topico: _ _ o [10] [29]
. » Sistémico: Hepatotoxicidad y
permeabilidad de la membrana LCL
ototoxicidad
. Interferencia con sintesis de Oral: . _
Alopurinol Erupciones/salpullido [10]
proteinas LCL, LV
Derivados de azoles:
Inhibicidn de la desmetilasa
» Fluconazol
14-a-lanosterol requerida en | Oral: LCL Hepatotoxicidad [10]

» Ketoconazol

» Itraconazol

biosintesis del ergosterol

LCL: leishmaniasis cutanea localizada; LMC: leishmaniasis mucocutanea: LV: leishmaniasis visceral; im: intramuscular; iv: intravenosa
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3.1.4.1. Productos naturales como prometedores

agentes leishmanicidas

Los productos naturales son una fuente potencial de agentes nuevos
y selectivos para el tratamiento de las EDT, especialmente parasitos
protozoos. Los metabolitos secundarios de las plantas son bastante
beneficiosos contra diversos grupos de patégenos como virus, bacterias y
hongos. También proporcionan proteccién frente a herbivoros como
artropodos y vertebrados. Varios metabolitos secundarios de plantas
como quinonas, alcaloides, terpenos, saponinas fenoles y sus derivados
han sido muy benéficos para el ser humano debido a sus propiedades
antiparasitarias y modo de accion altamente selectivo. Ademas de la
aplicacion directa de los metabolitos secundarios como la morfina,
quinina, etc., los esqueletos de muchos metabolitos se han utilizado con
éxito para diseflar compuestos farmacoldégicamente mas activos
Actualmente, muchos compuestos de origen vegetal han mostrado un
contundente potencial de actividad antileishmanial, sin embargo, debido
a la falta de interés serio (la leishmaniasis es una enfermedad
desatendida) ninguno de ellos ha sido evaluado clinicamente.36

En particular, plantas pertenecientes de las familias Apocynaceae,
Araceae, Cycadaceae, Fabaceae, Piperaceae, Sapindaceae y Solanaceae
son comunmente utilizadas en América Latina para el tratamiento tépico
de LCL.%7

A su vez, entre los ejemplos de componentes aislados de plantas
con actividad leishmanicida destacan los de tipo alcaloide, seguida por los
de tipo tritepénico, sequiterpénico, lactonas miscelaneas, quinonas,
flavonoides, diterpenos, esteroides, iridoides, compuestos fendlicos,

lignanos, cumarinas, compuestos azufrados y monoterpenos.3°

17
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3.2. Triterpenos pentaciclicos

3.2.1. Generalidades

Dentro del grupo de terpenos se encuentran los triterpenos
pentaciclicos, ampliamente distribuidos en el reino vegetal; lupano,
oleanano y wursano son las principales clases. Estos metabolitos
secundarios de alto peso molecular son biosintetizados en plantas por
ciclacién directa del escualeno y representan moléculas constituidas por
30 carbonos agrupados en anillos (A, B, C, D y E), a su vez, los anillos
estan integrados por cinco o seis miembros y con diferentes sustituyentes
(Figura 4).3832 Exhiben un amplio espectro de efectos bioldgicos y
farmacéuticos, tales como anti-inflamatorio, anti-cancerigeno,
cardioprotector, anti-hiperlipidémico, anti-diabético, gastroprotector,
anti-oxidativo, anti-microbiano, hepatoprotector y efectos curativos de
heridas. Ademas, estos fitoquimicos tienen propiedades anti-virales vy

anti-parasitarias.40-42

Figura 4. Tipos de estructuras en los triterpenos pentaciclicos. (1) Oleanano, (2)

ursano, (3) friedelano, (4) hopano, (5) lupano, y (6) gamacerano.

18
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El &cido oleandlico (acido 3B-hidroxiolean-12-en-28-oico, AO), un
triterpeno pentaciclico de tipo oleanano, se caracteriza por presentar un
grupo carboxilo en el carbono 28, un grupo hidroxilo en el carbono 3 y un
doble enlace sobre los carbonos 12 y 13 (Figura 5.A).%3 Ha sido aislado
en mas de 1 600 especies de plantas entre las que destacan Lantana
camara, Arctostaphylos uva-ursi, Lisgustrum lucidum, Gentiana lutea,
Olea europaea, etc. En ellas se encuentra en forma libre o bien como un
precursor de aglicona para las saponinas triterpenoides.32:40,42,44

El 4cido maslinico (AM), también Ilamado acido crategdlico o acido
(2a,3B)-2,3-dihidroxiolean-12-en-28-oico, es otro triterpeno pentaciclico
gue posee dos sustituyentes hidroxilo en los carbonos 2 y 3, asi como un
grupo carboxilo en el carbono 28 y un doble enlace entre los carbonos 12
y 13 (Figura 5.B).*3> De forma menos extendida, el AM se encuentra
distribuido en la naturaleza como tal, y formando ésteres metilicos o
glicésidos; esta presente en plantas como: Eriobotrya japonica, Campsis
grandiflora, Crataegus oxyacantha L, Geum japonicum, Agastache
rugosa, etc. Recientemente, este compuesto se ha cuantificado en
vegetales comestibles (aceitunas de mesa, espinacas y berenjenas),
hierbas aromaticas (mostaza y albahaca), y legumbres (garbanzos vy
lentejas), y en menor medida en algunas frutas como la mandarina y la

granada.4>46

23 ’54 AO 23 54 AM
Figura 5. Estructura molecular del acido oleandlico (AO, CsoH4s03) y el acido
maslinico (AM, C3oH4s04).
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3.2.2. Propiedades bioldgicas del acido oleandlico

El AO presenta multiples actividades farmacoldgicas, entre las mas
importantes destacan las especificas de d&rgano: cardio, gastro y
hepatoprotector.4?2 Se ha demostrado la eficacia del AO en proteger de
una lesion hepatica aguda inducida quimicamente, asi como de fibrosis y
cirrosis causadas por enfermedades cronicas del higado.4’ Actualmente,
se han observado efectos antidiabéticos en varios modelos in vitro e in
vivo, teniendo la capacidad de reducir la presién sanguinea, los niveles de
glucosa en sangre, el colesterol total y aumentar la insulina
plasmatica.4®4° Las propiedades antibacterianas también se han
reportado frente a distintas bacterias como Streptococcus mutans,
Streptococcus  sobrinus, Mycobacterium tuberculosis, Listenia
monocytogenes, Enterococcus faecalis, Staphylococcus aureus, Bacillus
subtilis, entre otras.44:20

En afos recientes el AO ha sido evaluado frente a distintos tipos de
cancer, encontrandose efectos antiproliferativos y/o apoptoéticos en varias
lineas celulares tumorales, entre las que destacan el cancer de mama
(MCF7 y MDA-MB-231),%404251 |eucemia (K562),43 céncer de pulmén
(A549 y H460),4%2°2 cancer de pancreas (Panc-28),42>3 y cancer de piel
(B16-2F2).42

Para terminar, y no menos importante, se ha reportado que el AO
presenta actividad anti-VIH por inhibicién de la proteasa VIH-1, cuya
funcidon esta relacionada con fragmentar los precursores poliproteinicos
virales y en consecuencia dar lugar a proteinas maduras para formar los
nuevos viriones.#! En otras palabras, la inhibicién de esta enzima produce
viriones y moléculas inmaduras y no infecciosas, lo que bloquea el ciclo
de vida del VIH; mejorando en ultima instancia la calidad de vida del

paciente.>°
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3.2.3. Propiedades bioldgicas del acido maslinico

Acerca de la actividad bioldgica del AM, conviene enfatizar la
evaluaciéon de su efecto antioxidante en ensayos in vivo, donde se
demostré que animales diabéticos tratados con este acido consiguieron
mejorar el proceso de estrés oxidativo en los tejidos hepatico, cardiaco y
renal. En concreto, el AM causo un significativo incremento en la actividad
antioxidante con una correspondiente disminucidon en la concentracion de
malondialdehido (MDA, un marcador de la peroxidacion lipidica) y un
aumento en la actividad de las enzimas antioxidantes (superdxido
dismutasa y glutatién peroxidasa).”* Por consiguiente, la mejora del
estrés oxidativo sugiere que este triterpeno pentaciclico alivia o mejora
un metabolismo perturbado por la diabetes. De hecho, la accién
antidiabética del AM parece ser complementada por su efecto
hipoglucemiante al reducir la resistencia a la insulina en la diabetes tipo
II.°°

La actividad antiinflamatoria también ha sido estudiada in vitro e in
vivo, poniendo de manifiesto que el AM actla sobre la expresion de las
enzimas proinflamatorias y citocinas como COX-2, TNF-a e IL-6, dando
lugar a una disminucidn de la inflamacién.4® Otros estudios indican efectos
antipaludicos para este triterpeno, quien actia sobre las enzimas
metaloproteasas, inhibiendo la etapa esquizonte en el ciclo de vida de
Plasmodium falciparum.4>:>6

A su vez, Sanchez-Quesada y cols.>> mencionan actividades
cardioprotectoras en mas de una via para el AM; por ejemplo, en ratas
Wistar albinas con infarto de miocardio inducidas por isoproterenol, el AM
redujo los efectos de dicho farmaco sobre el peso corporal, el peso del
corazon, los lipidos, las lipoproteinas, la peroxidacion de lipidos, las
enzimas marcadoras cardiacas y la paraoxonasa. Asi mismo describen al

AM como un fuerte inhibidor en la oxidacién de LDL in vitro. Sin embargo,
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dependiendo de la concentracion empleada los efectos del AM mostraron
cambiar hacia eventos pro o antitrombdticos En consecuencia, el AM
puede actuar tanto al principio como en la Ultima etapa de la
aterosclerosis.

Adicionalmente, el AM ha sido estudiado frente a diferentes lineas
celulares tumorales para evaluar su efecto antiproliferativo vy/o
proapoptético en distintos tipos de cancer, como resultado se distinguen:
A549 (carcinoma de pulmoén), SK-OV-3 (cancer de ovario), SK-MEL-2
(melanoma humano), XF-498 (cancer del sistema nervioso central), HCT-
15, HT-29 y Caco-2 (cancer de colon), HSC-2 (carcinoma escamoso oral

humano), y HSG (cancer de las glandulas salivales).43:4>
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3.2.4. Potencial anti-leishmaniasis del acido oleandlico

y el acido maslinico

En las ultimas décadas, varios estudios han reportado a los acidos
maslinico y oleandlico como interesantes agentes leishmanicidas sobre
diversas especies de Leishmania. Por ejemplo, ensayos sobre el efecto del
AO en promastigotes de L. donovani y L. major reportaron valores de
concentracion inhibitoria media (Clso) de 8.2 y 53.0 uM, respectivamente.
En cuanto a la CIso del AM, este alcanzé un valor de 19.7 uM sobre
promastigotes de L. infantum y otro de 26.4 uM contra promastigotes de
L. amazonensis.>’

Por su parte, Sifaoui y cols.”® encontraron que el AO exhibié una
buena actividad leishmanicida con valores de Clso de 17.250 £ 0.651 y
20.620 = 0.750 pg/mL sobre promastigotes de L. infantum vy L.
amazonensis, respectivamente. Por su parte, el AM presentd una mejor
actividad que el AO sobre idénticas especies de Leishmania, con una Clsg
de 9.320 + 1.654 pyg/mL para L. infantum y 12.460 = 1.25 pg/mL para
L. amazonensis. En cuanto a los amastigotes intracelulares en estas
especies de Leishmania, fue reportado que el AM presentd mayor
actividad sobre L. amazonensis (Clso de 1.417 + 0.401 pg/mL), mientras
qgue el AO exhibié una mejor actividad bioldgica sobre L. infantum (Clso
de 0.999 + 0.089 pg/mL).>°

De forma semejante, una investigacion sobre la actividad del AO
contra tres especies diferentes de Leishmania (L. infantum, L. braziliensis
y L. amazonensis) ha sugerido que promastigotes de L. braziliensis son la
especie mas susceptible mientras que L. infantum la mas resistente. Los
valores de CIso calculados fueron: Clso= 30.47 = 6.35 pg/mL (L.
braziliensis); Clso= 40.46 + 14.21 yug/mL (L. amazonensis); Clso= 65.93

+ 15.12 pg/mL (L. infantum). Sin embargo, diferentes resultados fueron
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observados en la actividad anti-amastigote para el triterpeno pentaciclico,
siendo L. amazonensis la especie mas susceptible en cuanto que la mas
resistente fue L. braziliensis; los valores reportados de ClIso fueron: Clso=
38.45 £ 12.05 pg/mL (L. amazonensis); Clso= 68.75 £ 16.55 pg/mL (L.
braziliensis); Clso= 64.08 + 23.52 pg/mL (L. infantum).60
Adicionalmente, el efecto leishmanicida se ha evaluado en algunos
extractos de plantas. Tal es el caso de Sifaoui y cols.,®! donde extractos
de hoja provenientes de diferentes variedades del arbol de olivo (Olea
europeaea), fueron ensayados sobre diferentes especies de Leishmania.
Para simplificar, en este estudio se observd que L. amazonensis fue la
especie mas sensible a los extractos de hoja de olivo con una Clsp menor
a 17.926 + 1.876 ug/mL. En cuanto a L. donovani, la Clso vario de 2.130
+ 0.023 pg/mL para el extracto metandlico de la variedad Limouni hasta
71.570 £+ 4.324 ug/mL en el extracto metandlico de la variedad Zarrazi.
Por su parte, la Clso de la variedad Limouni sobre L. tropica y L. major
fueron, respectivamente, 17.622 y 14.660 pg/mL. Es importante
mencionar que el material vegetal cuenta con la peculiaridad de poseer

un importante contenido de AO y AM.
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3.3. Situacion actual y problematica en México

Las leishmaniasis, como en otros paises, son enfermedades
endémicas de México. Las especies mas importantes de Leishmania en el
pais pertenecen a los complejos L. donovani, L. mexicana y L.
braziliensis.?? De acuerdo con la Organizacién Panamericana de la Salud
(OPS/OMS), en México la tasa de incidencia de la enfermedad al 2017 se
reportd en 11.5 casos por cada 100 000 habitantes; presentandose un
aumento significativo en comparacién al 2016 (5.97 casos por cada 100
000 habitantes). De hecho, prevalece como forma clinica principal la LCL,
guien especialmente, es ocasionada por L. mexicana.®?

En México, algunos tratamientos no convencionales son
comunmente empleados para el tratamiento de leishmaniasis. Por
ejemplo, la cauterizacion con sulfato de cobre, y la termoterapia; en este
ultimo caso, aceite de automovil caliente, monedas o utensilios de metal
al rojo vivo, huesos de animales calientes o un foco caliente son
directamente aplicados sobre la ulcera. También se utiliza la crioterapia,
y en algunas ocasiones polvo de penicilina o cremas antifingicas son
empleadas sobre la lesidén. Pacientes mexicanos han usado acido acético,
acido bérico, acido sulfurico, alcohol, formalina, perdxido de hidrégeno, y
otros remedios. Si bien estos métodos solo deforman, y agudizan la
inflamacidén, los pacientes continian empleando este enfoque sin saber
gue se trata de una parasitosis que requiere atencion médica
profesional.1821

Por otra parte, algunas plantas son empleadas en México para tratar
lesiones en la piel causadas por Leishmania. Hasta la fecha, hay escasos
estudios que exploren su actividad leishmanicida in vitro y/o in vivo.18
Delgado-Altamirano y cols.?? describieron la evaluacion de diferentes
extractos organicos: diclorometano (CHCly), diclorometano/metanol

(CH2Cl2/MeOH) (1:1), y agua, de diez plantas medicinales colectadas en
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diferentes comunidades de Querétaro y Guanajuato, comunmente usadas
como antiparasitarios. Cuatro de los treinta extractos evaluados fueron
activos y selectivos sobre promastigotes de L. amazonensis: L. camara
(CH2Cl2), S. molle (CH2Cl> y CH2Cl>/MeOH) y P. laevigata (acuoso); estos
extractos alcanzaron valores de CIso menores a 30 pg/mL. Ademas, los
extractos de diclorometano/metanol (CIls0=21.8 * 4.5 pg/mL) vy
diclorometano (CI50=25.9 £ 4.9 ug/mL) de S. molle, el extracto de
diclorometano (CIs0=21.8 + 2.4 uyg/mL) de L. camara y el extracto acuoso
de P. laevigata (Clso=35.2 + 4.7 ug/mL) mostraron valores de Clso sobre
amastigotes intracelulares de L. amazonensis menores a 50 pg/mL,
indicando su potencial para combatir a Leishmania spp.

De igual modo, Alamilla-Fonseca y cols.®? describieron el efecto in
vitro del extracto de Cleoserrata serrata en el crecimiento y viabilidad de
amastigotes y promastigotes de L. mexicana. Encontraron que el extracto
de C. serrata causé una inhibicion dosis dependiente en el crecimiento de
los promastigotes de L. mexicana. La DLso para la forma extracelular fue
de 23.2 yg/mL. Mientras que los amastigotes de L. mexicana mostraron
ser mas susceptibles al extracto de la planta, puesto que, desde
concentraciones de 5 y 10 pg/mL del extracto se observd una reduccién
significativa en el crecimiento de amastigotes. La DLso para la forma
intracelular fue de 6.11 pg/mL.

Por otro lado, en la evaluacién de una fraccion hexanica obtenida
del extracto metanolico de las raices de P. andrieuixii en un modelo in
vivo para LCL en ratones C57BL/6 infectados con promastigotes de L.
mexicana, se observd que la aplicacion tépica de 10 ug de la fraccidon
hexanica por 6 semanas redujo significativamente el tamafio de la lesion
con respecto al vehiculo. Esta fraccion también inhibi6 el crecimiento in
vitro de L. mexicana, mostrando una Cls0=43.04 ug/mL, mientras que en

macroéfagos infectados con amastigotes de L. mexicana, exhibid una
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Cls0=4.10 pg/mL, y en células dendriticas infectadas con amastigotes de
L. mexicana el valor de ClIso fue de 11.06 pg/mL.18

Por ultimo, en México no se dispone de datos confiables respecto a
la tasa de curacién y recaidas, asi como la notificacién de nuevos casos
en el pais. Tampoco se da un seguimiento sistematico a la evolucion
clinica del paciente (inicio de tratamiento hasta su conclusién) por parte
de las areas de atencion médica, tal que no se cuenta con informacién
local actualizada, por ejemplo, a efectos adversos del medicamento
antimonial empleado.’® A su vez, pese a que México es reconocido
mundialmente por su rica y extensiva biodiversidad, menos del 2% de la
flora mexicana ha sido examinada desde una perspectiva farmacoldgica o
fitoquimica. Se sabe que uno de los usos mas frecuentes de plantas
medicinales en México es contra parasitos. Sin embargo, no hay reportes
especificos de plantas usadas en el tratamiento de leishmaniasis; solo

unas pocas plantas de la Peninsula de Yucatan han sido estudiadas.!8:22
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3.4. Generalidades sobre Arctostaphylos pungens Kunth

3.4.1. Nombres comunes

Pingliica, madreselva, manzanilla, manzanita, tepesquite. Estado de
México: tepeisquilitl (ndhuatl), pendicua, pendiqua. Hidalgo: tengieta,

tenguita. Chihuahua: uitzara (raramuri). Sonora: i'yoli (pima).63.64

3.4.2. Botanica y ecologia

Arctostaphylos pungens K (Ericaceae) es un arbusto perennifolio de
1 a 3.5 m de altura, con amplia distribucion en la Republica Mexicana y
en el sureste de los Estados Unidos. Es una especie ramificada y con la
corteza lisa de color café rojizo.®> Las hojas tienen un soporte corto, con
la punta redonda, son rigidas y de color verde palido. Las flores estan
colocadas en racimos densos, son blancas o rosadas. Los frutos
regularmente no se abren, son carnosos, globosos y amarillento rojizos,
tienen una pulpa seca y dulce con mas o menos 10 nuececillas (Figura 6).
Individualmente, cada semilla tiene forma de gajo y mide en promedio
3.2 mm de largo y 2.6 mm de ancho. Al final de la primavera, después de

la floracidn, la produccidn de frutos es abundante.®3

Figura 6. Planta de Arctostaphylos pungens K. Flor urceolada, de color blanco a
rosa mexicano y agrupada en racimos de cinco a ocho flores; el fruto es una drupa

globosa deprimida, lisa, de aproximadamente 5 a 8 mm, carnosa y comestible.
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3.4.3. Etnobotanica

Diversas aplicaciones se han otorgado para A.pungens K, a las
hojas y frutos se les atribuyen propiedades astringentes y diuréticas. Se
reporta como remedio para problemas renales (dolor de rifidn, mal de
orin, cerrada de orines, mal de piedra), hidropesia, infecciones
pulmonares  (bronquitis), inflamacion, enfermedades venéreas
(gonorrea), como antidiabético y antipirético. También se menciona su
uso en el tratamiento de la diarrea, dolor de estdmago, empacho, tos,
leucorrea, reumatismo e infecciones del tracto urinario.63-66

En la medicina tradicional mexicana, es comun emplear las hojas,
la raiz, los frutos o toda la planta. Suele utilizarse, sola o con otras
especies de plantas que tienen usos afines a los de A.pungens K; se
emplea ingiriendo la infusién de la planta o se dan bafios. ©3

Adicionalmente, se menciona el uso de las hojas para aliviar la

picazén y el dolor causados por el roble venenoso y la hiedra venenosa.®>

3.4.4. Quimica y Farmacologia

A pesar de la importancia ecoldgica y econdmica de A. pungens K,
existen pocos estudios sobre esta especie, tal que la informacion
experimental que permita correlacionarse con sus aplicaciones
terapéuticas tradicionales contintda siendo insuficiente.63.67

De acuerdo con observaciones hechas en el Instituto Médico
Nacional, los frutos incrementan la orina y disminuyen la albiumina cuando
se ingieren 10 g en dos tomas. En algunos estudios cientificos sobre el
fruto se han detectado sustancias tales como la pirocatequina, una resina

y taninos.®3
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Por otra parte, una investigacion del extracto etandlico de las partes
aéreas (brotes, hojas y corteza del tallo) de A. pungens K indico
actividades anti-lipasa y antioxidante; asi mismo, cualitativamente se
determind la presencia de flavonoides, taninos, fenoles, terpenos, un
alcohol y glucdsidos.®4%8 Estudios similares, indicaron la presencia de
flavonoides en A. pungens K y de igual forma se reportaron propiedades

antibactierianas y antiinflamatoras.6°:70
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4. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Las leishmaniasis son un grave problema de salud mundial que
continlan cobrando miles de vidas al afio y que ademas disminuyen la
calidad de vida de los pacientes. Puesto que no se dispone de una vacuna,
los tratamientos actuales siguen basandose en antimoniales
pentavalentes. Sin embargo, dichos antimoniales conllevan serios efectos
secundarios como pancreatitis, leucopenia, arritmia cardiaca, anorexia,
nauseas, dolores de cabeza, muscular y abdominal, resultando en un
tratamiento téxico, costoso e ineficaz. Asimismo, la resistencia del
parasito a los farmacos empleados se suma a la problematica actual de
leishmaniasis. En consecuencia, es necesario aportar informacidon acerca
del comportamiento de las leishmaniasis para promover la investigacion
de nuevos agentes leishmanicidas y desarrollar terapias efectivas. Es
decir, buscar nuevos tratamientos que sean mas efectivos, menos toxicos,
mas baratos y que su administracion no sea tan invasiva.

Dentro de los agentes leishmanicidas destacan con gran solidez los
triterpenos pentaciclicos que son encontrados en el reino vegetal.
Estudios previos han demostrado la capacidad anti-leishmaniasis del AO
y el AM sobre diferentes especies de Leishmania, sin embargo, no existen
reportes de su capacidad antiparasitaria sobre L. mexicana. Por lo tanto,
uno de los objetivos del presente trabajo consistio en determinar la
capacidad leishmanicida de los acidos maslinico y oleandlico sobre L.
mexicana.

Por otra parte, se ha determinado la presencia del AM y el AO en
distintas especies de plantas. Asi, la busqueda de nuevas fuentes
naturales se ha incrementado notablemente en los Ultimos anos. Bajo
este contexto se planted el estudio de los frutos de Arctostaphylos
pungens K (pinguica) como una fuente potencial de compuestos

triterpénicos.
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5. HIPOTESIS

Los acidos oleandlico y maslinico son potentes agentes
leishmanicidas sobre aquellas especies de Leishmania asociadas a los
principales cuadros clinicos: Cutaneo, mucocutaneo y visceral. Por lo
tanto, estos acidos promoveran la inhibicion en la sobrevida de
Leishmania mexicana, principal agente etioldgico para el cuadro clinico de

LCL en México.
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5.1. OBJETIVOS

5.1.1. Objetivos generales

. Determinar el potencial leishmanicida de los acidos oleandlico y

maslinico, asi como del extracto total, obtenidos a partir del
extracto etandlico total de frutos de Arctostaphylos pungens K sobre

el crecimiento y viabilidad de Leishmania mexicana.

. Identificar los constituyentes quimicos mayoritarios presentes en el

extracto etandlico preparado a partir de los frutos de Arctostaphylos

pungens K.

5.1.2. Objetivos particulares

Preparar el extracto organico de los frutos de Arctostaphylos
pungens K (pinglica) mediante maceracion.

Realizar el estudio quimico que conlleve al aislamiento y purificacion
de los compuestos mayoritarios presentes en los frutos de pinguica.
Caracterizar los compuestos aislados mediante técnicas
espectroscopicas.

Evaluar la actividad tanto in vitro como in vivo de los &cidos
oleandlico y maslinico derivados de los frutos de Arctostaphylos
pungens K (pingilica) sobre el crecimiento y viabilidad de
Leishmania mexicana.

Evaluar la actividad in vitro e in vivo del extracto etandlico derivado
de los frutos de Arctostaphylos pungens K (pinglica) sobre el

crecimiento y viabilidad de Leishmania mexicana.
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6. DESARROLLO EXPERIMENTAL

6.1. Obtencion del extracto etandlico y los compuestos
puros AMy AO

Los frutos de la pinguica (2 Kg) se pulverizaron en un molino de
cuchillas. Posteriormente, se realizd la extraccion utilizando un proceso
de maceracion por una semana a temperatura ambiente con 10 L de
EtOH. El material vegetal se separd del extracto soluble mediante
filtracion al vacio y se evaporo el disolvente para obtener el extracto total.
A continuacion, se realizaron pruebas de solubilidad y determinacién de
compuestos fendlicos al extracto total. El extracto total se resuspendié en
MeOH y se separd una fraccion no soluble de color blanco.

Como paso siguiente, para separar los componentes presentes en
el precipitado se realizé una columna al vacio (VLC). La fase estacionaria
utilizada fue gel de silice y como fase mévil mezclas de hexano:AcOEt y
AcOEt:MeOH. Las fracciones obtenidas se analizaron por cromatografia
en capa fina (CCF), utilizando como mezcla de elucién AcOEt:hexano
(7:3). La deteccién de los componentes de cada fraccion se realizd
utilizando luz UV y posteriormente, se revelaron con anisaldehido
sulfurico. Finalmente, los compuestos PINC001 y PINC002 se purificaron
por recristalizacién de MeOH y se enviaron a resonancia magnética

nuclear (RMN) para su analisis.
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6.2. Ensayos bioldgicos

Para la realizacion de los estudios descritos a continuacion se usaron
ratones singénicos de 12 a 14 semanas de edad, cepas C57BL/6 y BALB/c,
proporcionados por el bioterio de la Unidad de Investigacidon en Medicina
Experimental (UIME) de la Facultad de Medicina UNAM, del Hospital
General de México “Dr. Eduardo Liceaga”. El manejo, cuidado y el método
de eutanasia se llevo a cabo de acuerdo a la Norma Oficial Mexicana NOM-
062-Z00-199, especificaciones técnicas para la produccion, cuidado vy
uso de animales de laboratorio. La cepa de Leishmania mexicana utilizada
fue Lacandona (LAC).

6.2.1. Obtencion de la cepa de Leishmania mexicana

La cepa LAC fue aislada de un paciente con LCL. El aislado se inoculd
via subcutanea en el cojinete plantar de ratones BALB/c. Después del
desarrollo de la lesidn sin ulcerar se sacrificaron los ratones y se aislaron
los parasitos mediante aspirados con jeringas de insulina con la finalidad
de lisar por accién mecanica las células infectadas y de esta forma liberar
los amastigotes intracelulares. El aspirado de las lesiones se cultivd en
medio liquido 199 (M199, Sigma USA) suplementado con 10% de suero
fetal bovino (SFB, Biowest México) a 26 °C para su diferenciacion a
promastigotes, y con estos, se establecié un cultivo del aislado.

Por otra parte, la virulencia de la cepa LAC se mantuvo inoculando
constantemente 1x10° de promastigotes en fase estacionaria en el
cojinete plantar de ratones susceptibles BALB/c. A continuacion, nuevos
cultivos del aislado fueron establecidos por la técnica anteriormente

descrita.
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6.2.2. Parasitos

El cultivo de promastigotes se inicid a partir de los amastigotes
aislados de los ratones previamente infectados. El medio de cultivo para
los parasitos de L. mexicana consisti6 de M199 (Sigma, USA)
suplementado con 10% de SFB (Biowest, México). Los cultivos se iniciaron
con 1x10°% de promastigotes por mililitro en botellas de 25 cm? para un
volumen final de 10 mL de medio y se incubaron a temperatura ambiente.
Para mantener el cultivo de promastigotes, se transfirido el mismo nimero
de parasitos a botellas con medio de cultivo fresco cada 3 a 4 dias durante
la fase logaritmica del parasito, con un maximo de cinco pases por
aislado; las cuentas de los parasitos se realizaron en camara de Neubauer.
Finalmente, los promastigotes utilizados en los experimentos fueron

cosechados en el dia 4 de crecimiento (fase estacionaria).

6.2.3. Actividad leishmanicida in vitro

Para evaluar el potencial leishmanicida de los compuestos puros (AO
y AM) y el extracto etandlico sobre la cepa de L. mexicana se utilizaron
promastigotes del dia cuatro de cultivo, los cuales fueron cosechados (1
mL) en tubos Eppendorf de 2.5 mL y centrifugados a 4 000 rpm durante
10 minutos. El botdon celular fue lavado y centrifugado tres veces con
amortiguador de fosfatos (PBS) estéril a pH = 7; el lavado se realizo
resuspendiendo con el mismo volumen de PBS en cada caso. Finalmente,
el boton celular se resuspendié con 800 pL de M199 (Sigma, USA)
suplementado con 10% de SFB (Biowest, México). A continuacion, se
ajustd el ndmero de parasitos mediante su conteo en céamara de
Neubauer, tal que 10 pL de M199 contuvieran 2x10° de parasitos.

Para los tratamientos, los compuestos puros y el extracto etandlico
fueron disueltos en DMSO (0.1%) y M199 (Sigma, USA) suplementado
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con 10% de SFB (Biowest, México). La concentraciéon de stock inicial para
los compuestos (AO y AM) y el extracto etandlico fueron respectivamente,
0.05 My 0.02 g/mL, y a partir de éstos se obtuvieron las concentraciones
descritas en la Tabla 1, empleando tubos estériles de 5 mL para cultivo
celular (NEST, Lote: 012718k01). Sobre estos tubos se adicionaron
alicuotas conteniendo 2x10° de parasitos para un volumen final de 2 mL
en cada tubo.

Tabla 1. Condiciones para los promastigotes de la cepa L. mexicana tratados

con los compuestos (AO y AM) y el extracto etandlico (Ex. EtOH).

AO AM Ex. EtOH

1uM  2pM  6.25 pg/mL

10uM  4uM  12.5 pg/mL

50uM  11uM 25 ug/mL

100 uM  21pM 50 pg/mL

200 M 106 pM 100 pg/mL

300 pM 200 pg/mL

500 pM 300 pg/mL

Control positivo: Glucantime®.
Control negativo: Medio de cultivo y parasitos.
Vehiculo: DMSO.

La concentracién de DMSO para la condicidon de vehiculo fue de
0.1% en el medio de cultivo. Por control positivo se empled Glucantime®
y un cultivo sin tratamiento como control negativo. Finalmente, los
ensayos se incubaron por 72 horas a 26 °C y se contd el nUmero de
parasitos en camara de Neubauer. Adicionalmente se calculd la Clso de
cada compuesto y del extracto etandlico utilizando el programa Prism

GraphPad versidon 6 para Windows.
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6.2.4. Actividad leishmanicida in vivo

6.2.4.1. Infeccion de ratones C57BL/6 con

L. mexicana

La infeccién se realizd con promastigotes de la cepa LAC de L.
mexicana en fase estacionaria crecidos en M199 (Sigma, USA)
suplementado con 10% de SFB (Biowest México). Para determinar la
actividad de los compuestos puros (AM y AO) y el extracto etandlico se
infectaron 15 ratones C57BL/6 via subcutanea con 500 000 parasitos en
5 WL de solucion salina en la dermis del cojinete plantar. Se formaron los

siguientes grupos de ratones con tres individuos:

A) grupo 1 o grupo control, que consisti6 de ratones que no
recibieron tratamiento;

B) grupo 2 o vehiculo, con ratones tratados solamente con la crema
utilizada como vehiculo;

C) grupo 3, con ratones infectados tratados con el compuesto AM
incorporado en el vehiculo;

D) grupo 4, que fue tratado con el compuesto AO integrado en el
vehiculo; y el

E) grupo 5, con ratones infectados que recibieron tratamiento con

el extracto etandlico disuelto en el vehiculo.

6.2.4.2. Tratamiento y evolucion de la enfermedad

A las tres semanas post-infeccién, el tratamiento fue aplicado
topicamente sobre la lesidon durante cinco dias de la semana por un
periodo de siete semanas. Este tratamiento consisti6 de 3 mg del
compuesto puro (o extracto) mezclado con 20 uL de la crema utilizada

como vehiculo (Anexo 1).
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Para monitorear el tamafno de las lesiones en la infeccién causada
por la cepa de L. mexicana, se cuantificd el grosor del cojinete plantar
utilizando un vernier digital (Truper®) una vez por semana hasta la

semana 7 de iniciado el tratamiento.

6.2.4.3. Cuantificacion de la carga parasitaria

(amastigotes) por diluciéon limitante

La carga parasitaria fue determinada usando el ensayo de dilucién
limitante (Titus y cols.”!). Al finalizar el tratamiento, los ratones fueron
sacrificados por dislocacion cervical. Brevemente, los cojinetes plantares
fueron removidos de manera aséptica de los ratones infectados.
Posteriormente, los tejidos fueron pesados en una balanza analitica y
homogeneizados por maceracion en una malla de 10 micras llevandose a
un volumen final de 6 mL con PBS. Finalmente, la carga parasitaria

(amastigotes) se determind mediante conteo en camara de Neubauer.

6.3. Prueba estadistica

El analisis estadistico se realizé en el programa GraphPad Prism
version 6 para Windows. Los resultados fueron expresados como la media
de los valores obtenidos y desviacién estandar (SD). Se utilizaron las
pruebas ANOVA de una via y U de Mann-Whitney para la comparacién
entre grupos.

Los valores de p < 0.05 respecto al control fueron considerados

estadisticamente significativos.
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7. RESULTADOS Y DISCUSION

Las leishmaniasis representan un grave problema de salud mundial,
principalmente debido a su mortalidad y morbilidad. Incluso, los
medicamentos de primera linea usados en el tratamiento carecen de
eficiencia y baja toxicidad; asi mismo, Leishmania ha desarrollado
resistencia a este tipo de farmacos. Estos hechos han incitado la
investigacion de nuevos compuestos para el tratamiento de esta
enfermedad,?? incluidos los triterpenos pentaciclicos.

Los triterpenos pentaciclicos son un grupo de compuestos
ampliamente distribuidos en el reino vegetal, estas moléculas se forman
a partir de la ciclacion del escualeno, un precursor comun en los sistemas
de biosintesis tanto para esteroides como en triterpenoides.®® Estas
moléculas tienen una gran variedad de actividades farmacoldgicas. El AM
y el AO destacan entre las moléculas mas estudias de este grupo y las
plantas que los contienen han sido usadas en la medicina tradicional para
tratar la inflamacién y tumores, infecciones bacterianas, micéticas y
protozoarias, efectos anti-hiperlipidémicos, antioxidantes e
hipoglucémicos.42:44,50,54-56

Por su parte, aquellos estudios orientados a evaluar el efecto
leishmanicida de los triterpenos pentaciclicos suelen utilizar extractos
crudos, fracciones (mezclas de los principales compuestos), o bien,
compuestos quimicamente definidos derivados de plantas.69:.72

Con base a lo anterior, en el presente trabajo de investigacién se
realizd el estudio quimico y bioldgico de los acidos maslinico y oleandlico
aislados a partir de los frutos de Arctostaphylos pungens K. (pingulica)
sobre el crecimiento y viabilidad en parasitos de Leishmania mexicana
cepa Lacandona. Del mismo modo, el extracto etandlico de los frutos de
pingliica se evalud sobre L. mexicana para determinar si esta especie de

Leishmania fue susceptible a dicho extracto.
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7.1. Proceso cromatografico y caracterizacion quimica de

los compuestos puros AMy AO

Respecto al aislamiento y purificacion de los constituyentes
mayoritarios presentes en los frutos de pinglica, se realizd una
maceracion con EtOH para obtener al extracto total y se evalud la
solubilidad y determinacién de compuestos fendlicos a dicho extracto. La

Tabla 2 indica la solubilidad del extracto total de A. pungens K.

Tabla 2. Solubilidad del extracto total de A. pungens K con distintos

disolventes.

Disolvente Solubilidad

EtOH Negativo

H20 Negativo

CH2Cl2/AcOEt  Positivo

Por su parte, el contenido total de fenoles para el extracto total de
A. pungens K se muestra en la Tabla 3 y se expresa en términos
cualitativos respecto a la capacidad antioxidante. Con base en estos
resultados se pudo indicar la presencia de compuestos fendlicos, ya que
el molibdato y tungstato sddico del reactivo de Folin-Ciocalteu reaccionan
con cualquier tipo de fenol formando complejos fosfomolibdico-
fosfotungstico de color azul intenso, siendo proporcional este color al
nimero de grupos hidroxilo de la molécula.”? Asi, la capacidad
antioxidante del extracto total de A. pungens K, se atribuyd a la accién
directa de los polifenoles, puesto que éstos son poderosos agentes

reductores.
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Tabla 3. Determinacion de compuestos fendlicos para el extracto total de

A. pungens K.
Muestra Reactivo Resultado
Testigo (flavonoides) Folin — Ciocalteau Positivo
Fraccion no soluble derivada del Folin — Ciocalteau Positivo

extracto etanélico

FeCls (5%) Positivo

Posteriormente, el extracto total se resuspendié en MeOH y se
consiguid una fraccion no soluble; como paso siguiente, una columna al
vacio (VLC) se realiz6 para separar los componentes presentes en el
precipitado.

Con base en el analisis cromatografico (CCF) bajo la luz UV y
posterior revelando con anisaldehido sulfirico, fueron detectados los
componentes de cada fraccién y se agruparon aquellas fracciones con
similitud cromatografica (Tabla 4). Como paso siguiente y luego de
recristalizar en MeOH se obtuvieron los compuestos PINC001 y PINCO002.
En la Tabla 5 se indica la cantidad de compuesto aislado para cada caso,
siendo PINCO001 el constituyente quimico mayoritario presente en los
frutos de A. pungens K.

En lo referente al analisis cromatografico de los compuestos
PINCOO1 y PINCO0O02, la Figura 7 muestra el cromatograma realizado y por
observacién bajo la luz UV se concluyd que éstos carecen de propiedades
cromoéforas, por tanto, estos resultados sugirieron la presencia de

terpenoides.
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Tabla 4. Proceso cromatografico en VLC para la fraccion no soluble derivada del extracto etandlico de frutos de A. pungens K.

Fraccion

10

11

12

Condiciones

Fraccion

Disolvente (s) ~Proporcion ' pyincinal

Hexano

Hexano:AcOEt

Hexano:AcOEt

Hexano:AcOEt

Hexano:AcOEt

Hexano:AcOEt

Hexano:AcOEt

Hexano:AcOEt

Hexano:AcOEt

Hexano:AcOEt

Hexano:AcOEt

Hexano:AcOEt

100

98:2

96:4

94:6

92:8

90:10

85:15

80:20

75:25

65:35

60:40

55:45

F4

F2

F3

Fs

Fs

Fraccion

13

14

15

16

17

18

19

20

21

22

23

24

Condiciones

Disolvente (s)
Hexano:AcOEt
Hexano:AcOEt
Hexano:AcOEt
Hexano:AcOEt
AcOEt
AcOEt:MeOH
AcOEt:MeOH
AcOEt:MeOH
AcOEt:MeOH
AcOEt:MeOH
MeOH

Acetona

Proporcién
50:50
50:50
50:50
30:70

100
90:10
5:1
3:1
1:1
30:70
100

100

Fraccion

principal

Fe

F7
Fs

Fo

F1o
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Tabla 5. Constituyentes quimicos aislados y purificados del extracto

etanolico de los frutos de A. pungens K.

Compuesto Peso seco

(mg)
PINC001 6 823.6
PINC002 2 036.3

Soporte: gel de silice 60 F254 Merck.

Fase movil: AcOEt:hexano (7:3).

Revelador: Anisaldehido sulfurico.

A B

Figura 7. Cromatograma en capa fina de los principales constituyentes quimicos
derivados de la fraccion no soluble en el extracto etandlico de A. pungens K. La
imagen de la izquierda representa el cromatograma visto bajo la luz UV, mientras
que a la derecha se muestra el cromatograma revelado con anisaldehido sulfurico;
A) PINCO01 y B) PINC002.
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7.1.1. Caracterizacion estructural de metabolitos

aislados

El estudio quimico del fruto de A. pungens K derivé en el aislamiento
de los triterpenocides acido oleandlico (PINC001) y acido maslinico
(PINC002) como compuestos mayoritarios en el extracto etandlico.
Conviene recalcar que estos compuestos no se han reportado en la
literatura de la pinglica, razéon por la cual el presente proyecto de
investigacidén consiguid por vez primera demostrar su relacion con el fruto
de A. pungens K.

En resumen, para la identificaciéon y determinacion estructural de
los triterpenoides aislados se analizaron los datos de RMN. A continuacion,

se describird la caracterizacién quimica de estos compuestos.

7.1.2. Caracterizacion estructural del acido oleandlico
(PINCO001)

El compuesto PINCO01 se aislé como un polvo de color blanco
soluble en metanol. Brevemente, seran descritas las sefales mas
relevantes identificadas en los espectros 'H y 13C de RMN. En el Anexo 2
se muestran los espectros relacionados con el compuesto PINCOO1.

En el espectro de RMN-'H (Figura 15) se observd una sefial ancha
en On 5.53 asignable al proton olefinico C-12. Esta sefal mostro
correlacion en el espectro HSQC con la sefial en 8¢ 122.9 (Figura 18). De
acuerdo con el espectro HMBC, los C-11 y C-18 estan acoplados con el H-
12 (Figura 19).

En segunda instancia, a dx 3.48 se localizé un doble de dobles (J=
10.0 y 4.0 Hz), que integrd para un protén y se atribuyd a un metino

oxigenado. Esta sefial mostré correlacion en el espectro de HSQC con la
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sefal a 0c 78.4 y se asignd al C-3 (Figura 18). Respecto al espectro HMBC
se observé el acoplamiento de C-3 con los protones en dn 1.27 y 1.05
correspondientes a los metilos de C-23 y C-24, respectivamente. Ademas,
C-1y C-2 estan acoplados con H-3 (Figura 19).

Asi mismo, en &1 3.33 se observé un doble de dobles (J= 14.0y 4.6
Hz) que integré para un proton. Esta sefial se atribuyé al protdn alilico de
C-18 por su correlacién con la sefal a dc 42.3 (C-18) en el espectro de
HSQC y por su acoplamiento con los protones de C-19, C-16 y C-12,
acorde al espectro de HMBC (Figuras 18 y 19).

Por ultimo, se observaron siete senales simples en oy 1.32 (H-27),
1.27 (H-23), 1.05 (H-24), 1.05 (H-30), 1.04 (H-26), 0.98 (H-29), y 0.92
(H-25) asignables a los metilos cuaternarios (Figura 15).

En cuanto al espectro de RMN-13C (Figura 16), se observd la
presencia de 30 sefhales que son consistentes con la naturaleza
triterpénica de PINC0O1. Las sefales mas relevantes corresponden a un
grupo carbonilo de acido en 8¢ 180.6 (C-28), un carbono cuaternario
olefinico a d¢c 145.1 (C-13), un metino olefinico en &¢ 122.9 (C-12), un
metino oxigenado a &c 78.4 (C-3), y siete metilos (6c 33.6, 29.1, 26.5,
24.1, 17.7, 16.9 y 15.8, asignados a los carbonos C-29, C-23, C-27, C-
30, C-26, C-24 y C-25, respectivamente).

Acorde con la evidencia descrita anteriormente, se concluyé que el
compuesto PINC001 es un triterpeno pentaciclico de tipo oleanano y se
identific6 como acido 3B-hidroxiolean-12-en-28-oico a partir de la
determinacion de su estructura por comparacion de sus constantes
espectroscopicas con las reportadas en la literatura (Seebacher y cols.;
Woo y cols.),’*7> ademas del estudio de los espectros COSY, HMBC vy
HMQC (Figuras 14, 15y 16). El Cuadro 3 muestra la estructura quimica y

las constantes espectroscopicas del AO (PINC001).
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Cuadro 3. Datos espectroscépicos del acido oleanélico (6 en ppm).

Acido oleanolico (PINC001)

Formula C30H4803

Estructura

'H RMN (400 MHz, piridina-ds) &1 5.53 (1H, s, H-12), 3.48 (1H,
dd, J=4.0,10.0 Hz, H-3), 3.33 (1H, dd, J=4.6, 14.0 Hz,
H-18), 1.32 (3H, s, H-27), 1.27 (3H, s, H-23), 1.05 (3H,
s, H-24), 1.05 (3H, s, H-30), 1.04 (3H, s, H-26), 0.98
(3H, s, H-29), 0.92 (3H, s, H-25).

3C RMN (100 MHz, piridina-ds) d¢ 180.6 (C-28), 145.1 (C-13),

122.9 (C-12), 78.4 (C-3), 56.1 (C-5), 49.9 (C-9), 48.4
(C-17), 47.0 (C-19), 42.4 (C-14), 42.3 (C-18), 40.0 (C-
8), 39.7 (C-4), 39.2 (C-1), 37.7 (C-10), 34.5 (C-21),
33.6 (C-7), 33.6 (C-29), 33.5 (C-22), 31.3 (C-20), 29.1
(C-23), 28.6 (C-15), 28.3 (C-2), 26.5 (C-27), 24.1 (C-
11), 24.1 (C-16), 24.1 (C-30), 19.1 (C-6), 17.7 (C-26),
16.9 (C-24), 15.8 (C-25).
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7.1.3. Caracterizacion estructural del acido maslinico
(PINC002)

El compuesto PINC002 se aisl6 como un sélido blanco soluble en
metanol. La estructura se determind por comparacion de sus constantes
espectroscopicas con las reportadas en la literatura y su formula
molecular se establecié como CzgH4g03.7677 A continuacion, se describen
las sefiales mas relevantes de sus espectros RMN-H y RMN-13C. Los
espectros relacionados a este compuesto se muestran en el Anexo 2.

El espectro de RMN-1H de PINC002 presenta similitudes con las del
AO. En 0H 5.49 se observo una sefial ancha correspondiente al protdon
olefinico en C-12; en dx 3.42 se localizd un doblete que integré para un
protdn y se asigné al metino oxigenado en C-3; en 0n 3.32 se situd otro
doble de dobles, integré para un protén y se atribuyo al proton alilico de
C-18; asi mismo, se observaron siete singuletes asignables a los metilos
cuaternarios (H-23, H-24, H-25, H-26, H-27, H-29 y H-30). Sin embargo,
la principal diferencia encontrada fue la presencia de una sefial adicional
en 0y 4.11 (H-2) correspondiente a un doble de doble de dobles (J= 4.0,
8.0, 12.0 Hz), que integrd para un proton (Figura 20). Esta sefial mostro
correlacién en el espectro de HSQC con la sefial en d¢c 68.8 y se asigno al
C-2. En el espectro HMBC se observd acoplamiento con el protén de C-3
(On 3.42).

El espectro de RMN-13C fue muy similar al del AO, excepto por
ausencia del metileno C-2 (0c 28.2) y presencia de la sefal
correspondiente a un metino base de oxigeno en d¢c 68.8 y que se asignd
al C-2 (Figura 21). Finalmente, la estructura del acido (2a,3B)-2,3-
dihidroxiolean-12-en-28-oico para el AM  (PINC002) quedod
completamente confirmada mediante el estudio de los espectros COSY,

HMBC y HMQC (Figuras 22, 23 y 24) y por comparacion de estos datos
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con los reportados en la literatura. El Cuadro 4 muestra la estructura

guimica y las constantes espectroscépicas del AM (PINC002).

Cuadro 4. Datos espectroscopicos del acido maslinico (& en ppm).

Acido maslinico (PINC002)

Formula C30H4804

Estructura

HO,,,

HO 4
-
P
2

23

4

H RMN (400 MHz, piridina-ds) n 5.49 (1H, t, J= 3.4 Hz, H-12),
4.11 (1H, ddd, J= 4.0, 8.0, 12.0 Hz, H-2), 3,42 (1H, d,
J= 8.0, Hz, H-3), 3.32 (1H, dd, J= 4.0, 14.0 Hz, H-18),
1.29 (3H, s, H-23), 1.29 (3H, s, H-27), 1.10 (3H, s, H-
24), 1.04 (3H, s, H-30), 1.02 (3H, s, H-25), 1.01 (3H, s,
H-26), 0.97 (3H, s, H-29).

13C RMN (100 MHz, piridina-ds) 8¢ 180.4 (C-28), 145.1 (C-13),
122.7 (C-12), 84.0 (C-3), 68.8 (C-2), 56.1 (C-5), 48.4
(C-9), 48.0 (C-1), 46.9 (C-17), 46.6 (C-19), 42.4 (C-14),
42.2 (C-18), 40.0 (C-4), 38.7 (C-10), 34.4 (C-21), 33.5
(C-22, C-29), 33.4 (C-7), 31.2 (C-20), 29.6 (C-23), 28.5
(C-15), 26.4 (C-27), 24.1 (C-11), 24.0 (C-30), 23.9 (C-
16), 19.1 (C-6), 17.9 (C-26), 17.7 (C-25), 17.1 (C-24).
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7.2. Evaluacion de la actividad biolégica del extracto
etandlico y las fracciones cromatograficas (AM y AO)

obtenidas de los frutos de A. pungens K

7.2.1. Efecto del AM y el AO sobre el crecimiento y

viabilidad en promastigotes de L mexicana

En el presente estudio, la prueba de actividad leishmanicida se inicio
con la evaluacion in vitro del efecto anti-promastigote. Aunque esta forma
del parasito solo se encuentra en el vector, la facilidad para mantener el
cultivo y las pruebas de rendimiento, lo convierten en una herramienta
particularmente Gtil para la evaluacion de medicamentos.®® De acuerdo a
lo mencionado en la Seccion 6.2.3, los parasitos de L. mexicana
(1x10%/mL) se cultivaron por 72 horas con diferentes concentraciones de
los acidos oleandlico (1 a 500 pM) y maslinico (2.1 a 105.8 pM).
Posteriormente, la viabilidad/sobrevida fue establecida por conteo de los
promastigotes en cdmara de Neubauer.

Inicialmente, se trabajé con las concentraciones de 10, 50, 100,
200 y 500 pg/mL (21.1, 105.8, 211.5, 423.1 y 1057.7 uM) para el AM.
Sin embargo, los resultados observados sugirieron ajustar el intervalo de
concentraciones para apreciar mejor el efecto leishmanicida causado por
el AM. La Figura 8 describe los resultados alcanzados bajo este esquema
de tratamiento. En resumen, se observd un contundente efecto
leishmanicida transcurridas las primeras 24 horas de 44.8%, 85.0% vy
74.1% con las concentraciones de 10, 50, 100 pg/mL, respectivamente;
el efecto en la sobrevida de los parasitos fue total con las concentraciones
mas altas, 200 y 500 pg/mL. Para el dia dos, el efecto alcanzado fue de
51.0% con la concentracién de 10 pg/mL y de 96.0% para la
concentracion de 50 ug/mL; mientras que, en las concentraciones de 100,

200 y 500 pg/mL la actividad antiparasitaria fue total. Semejantes
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resultados fueron observados transcurridas 72 horas de tratamiento con
este compuesto, una inhibicion de 61.4% vy 99.6% para las
concentraciones de 10 y 50 pg/mL, respectivamente; el efecto
antiparasitario fue total en 100, 200 y 500 pg/mL.

Tomando en cuenta estos resultados, se ajustd el intervalo de
concentraciones a evaluar para el AM, siendo los nuevos valores 2.1, 4.2,
10.6, 21.2 y 105.8 uM (1, 2, 5, 10 y 50 upg/mL, respectivamente).
Asimismo, se optd por un nuevo intervalo de concentraciones para el AO,
considerando el parecido estructural de ambas moléculas.

Como se puede ver en la Figura 9.A, el AO comenzé a inhibir el
crecimiento de L. mexicana en las primeras 24 horas, tal que a partir de
las concentraciones de 100 y 200 uM la actividad leishmanicida fue de
36.1% vy 60.4%, respectivamente; el efecto fue total con las

concentraciones mas altas, 300 y 500 puM. Para el segundo dia, con estas

g‘ —k— Control
@: +H 10 pg/mL
o

= - 50 pg/mlL
= - 100 pg/mL
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= A 200 pg/mL
=2

= <> 500 ug/mtL
(0]
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o
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(0]
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°
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£
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Dia

Figura 8. Curva de crecimiento de promastigotes L. mexicana incubados con

diferentes concentraciones del AM por 72 horas.
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mismas concentraciones, la reduccion fue de 35.2% con 100 uM y de
94.5% con 200 punM; nuevamente el efecto fue total con las
concentraciones de 300 y 500 pM. En el dia tres, la inhibicidon
correspondiente a las concentraciones de 1, 10, 50, 100 y 200 uM fueron
5.9%, 19.1%, 37.6%, 59.6% y 94.2%, respectivamente. De forma
semejante, los ensayos realizados con el AM demostraron una marcada
inhibicion de los parasitos en concentraciones incluso menores a las
evaluadas con el AO. La Figura 10.A muestra una disminucién en la carga
parasitaria de 6.9% con la concentracién de 21.2 uM en las primeras 24
horas; para el segundo dia se consiguié una inhibicidon de 26.0% con la
concentracion de 105.8 pM. Los resultados alcanzados al tercer dia de
monitorear la actividad del AM fueron de 9.6%, 15.5% y 80.5% a
concentraciones de 10.6, 21.2 y 105.8 pM, respectivamente. Con base en
estas observaciones, se establecid el criterio para determinar la carga
parasitaria concluidas las 72 horas en cada ensayo con estos triterpenos
pentaciclicos.

Bajo este contexto, los resultados derivados del presente estudio
demostraron que tanto el AO como el AM causaron inhibicion dosis
dependiente en el crecimiento de promastigotes de la cepa L. mexicana.
Se obtuvo, para ambos experimentos, una reduccion significativa con las
concentraciones mas altas (p < 0.05) en comparacion con los controles
sin tratamiento al tercer dia de evaluacién. En particular, se alcanzé una
inhibicion de 59.6% y 94.2% con 100 y 200 uM (45.67 y 91.34 pg/mL)
del AO, respectivamente; y a partir de la concentracién 300 uM el efecto
leishmanicida del AO fue total (Figura 9.B). Mientras que con el AM se
consigui6 una inhibicién de 14.7% y 79.1% a concentraciones de 21.2 y
105.8 pM (10 y 50 pg/mL), respectivamente (Figura 10.B). En ambos

casos el vehiculo no mostré efecto en el crecimiento de promastigotes.
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Figura 9. Efecto del AO sobre el crecimiento de parasitos. (A) Curva de crecimiento
de promastigotes L. mexicana incubados con diferentes concentraciones del AO por
3 dias. (B) Viabilidad de parasitos L. mexicana co-incubados con AO después de
72 horas de tratamiento. Los datos representan el promedio + SD de 4 experimentos
independientes El simbolo * representa que los datos presentan una diferencia
estadisticamente significativa (p < 0.05) con respecto al control negativo sin

tratamiento.
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Figura 10. Efecto del AM sobre el crecimiento de parasitos. (A) Curva de
crecimiento de promastigotes L. mexicana incubados con diferentes
concentraciones del AM por 3 dias. (B) Viabilidad de promastigotes L. mexicana co-
incubados con AM por 72 horas. Los datos representan el promedio + SD de 4
experimentos independientes. El simbolo * representa que los datos presentan una
diferencia estadisticamente significativa (p < 0.05) con respecto al control negativo

sin tratamiento.
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En lo referente a la determinacion de la CIso de los acidos maslinico
y oleandlico, los valores calculados para cada acido fueron 26.50 = 2.80
MM (12.50 £ 1.32 pg/mL) para el AM (Figura 11.A) y 71.93 £ 1.10 uM
(32.85 £ 0.50 pg/mL) para el AO (Figura 11.B). Estos resultados
indicaron una susceptibilidad mayor por parte de L. mexicana hacia el
primer triterpeno pentaciclico en relacién al tratamiento con el segundo
compuesto durante un periodo de 72 horas. De acuerdo a estas
observaciones el AM resultd ser tres veces mas eficiente que el AO como
agente leishmanicida. Por otra parte, en comparacién a los promastigotes
tratados con el control positivo Glucantime®, los parasitos de L. mexicana
denotaron ser mas sensibles al tratamiento con cualquiera de los
compuestos de tipo oleanano. De modo que las Clso calculadas para el AO
y el AM (Tabla 6) alcanzaron valores notablemente sobresalientes
respecto al valor de Glucantime®, 11000 + 2.15 uM (4 025.78 ug/mL).

Log Clg,=1.423 + 0.1214 1 Log Clgo=1.857 & 0.04029
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Figura 11. Determinacion de la Clso en los ensayos in vitro sobre la cepa de L.
mexicana. Las curvas representan el porcentaje de muerte en promastigotes contra

el logaritmo de la concentracion del AM (A) y AO (B).
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7.2.2. Efecto del extracto etandlico sobre crecimiento y

viabilidad en promastigotes de L mexicana

Acerca de la actividad bioldgica del extracto etandlico de los frutos
de A. pungens K. recolectados en el estado de México sobre la cepa de L.
mexicana, el presente estudio determind que esta cepa de Leishmania fue
susceptible al efecto de este extracto. En concreto, los resultados
mostraron un efecto téxico dependiente de la concentracion para
promastigotes de L. mexicana tratados con el extracto etandlico por 72
horas. Estos resultados indicaron que a mayores concentraciones se
alcanzé una reduccion significativa (p < 0.05), en comparacion a los
controles sin tratamiento al tercer dia de iniciado el tratamiento. El

vehiculo no tuvo efecto sobre la viabilidad de los parasitos (Figura 12).
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Figura 12. Viabilidad de promastigotes co-incubados con extracto etandlico durante
72 horas. La grafica representa el efecto del extracto etandlico sobre el numero de
parasitos. Los datos representan el promedio * SD de 5 experimentos
independientes. El simbolo * representa que los datos poseen una diferencia
estadisticamente significativa (p < 0.05) con respecto al control negativo sin

tratamiento.
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Comparativamente, el valor calculado de Clso del extracto etandlico
(Figura 13) con respecto al valor determinado para el control positivo
Glucantime® (Tabla 6), exhibi6 que L. mexicana es una especie
particularmente sensible a este extracto. Esta Ultima observacién sugirid
una posible actividad sinérgica entre los componentes del extracto,
sabiendo que éste contiene los compuestos puros AM y AO.

En contraste con lo observado en la evaluacién in vitro de los acidos
maslinico y oleandlico, el efecto anti-promastigote a diferentes
concentraciones resultdé menor para el extracto etandlico puesto que
incluso con una concentracion de 300 pg/mL la inhibicion maxima

alcanzada fue tan solo de 35% para esta cepa de Leishmania.
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Figura 13. Determinacion de la Clso en los ensayos in vitro sobre la cepa de L.
mexicana. La curva representa el porcentaje de muerte en promastigotes contra el

logaritmo de la concentracion del Ex. EtOH.
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Tabla 6. Valores calculados para la concentracion inhibitoria media (Clso) de

todos los compuestos en promastigotes de L. mexicana.

Compuesto Clso £ SD
MM pMg/mL
AM 26.50 + 2.80 12.50 £ 1.32
AO 71.93+1.10 32.85 +0.50
Ex. EtOH - 82.51+1.44
Glucantime® 11 000 + 2.15 4 025.78
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7.2.3. Efecto leishmanicida in vivo sobre L. mexicana

Para determinar si los acidos maslinico y oleandlico asi como el
extracto etandlico modificaron la virulencia en la cepa de L. mexicana, se
infectaron ratones C57BL/6 en el cojinete plantar con 5x10°
promastigotes en fase estacionaria. En adicidn al tratamiento aplicado con
cada compuesto, se midi6 semanalmente el cojinete plantar de los
ratones con y sin tratamiento durante siete semanas para observar la
evolucion de la enfermedad ocasionada por L. mexicana.

Como puede verse en la Figura 14.A, los resultados obtenidos al
monitorear las lesiones en los diferentes grupos de ratones no mostraron
diferencias estadisticamente significativas entre los grupos que recibieron
tratamiento con respecto a los grupos administrados con el vehiculo o con
los controles sin tratamiento.

Incluso la carga parasitaria mostré estar relacionada con los
resultados antes mencionados puesto que tampoco se observaron
cambios significativos al comparar la carga parasitaria de amastigotes en
los grupos que recibieron tratamiento con los ratones control que no lo
recibieron o con aquellos que fueron tratados Unicamente con el vehiculo
(Figura 14.B).

En contraste con los resultados alcanzados en los ensayos in vitro
se confirmd que, bajo el esquema de tratamiento aplicado, los efectos
leishmanicidas de los compuestos evaluados (AM, AO y Ex. EtOH)
carecieron de accidén alguna para frenar el progreso de la enfermedad
cuando se los analizé in vivo. No obstante, es probable que la crema
empleada como vehiculo no permitiera que tanto los acidos como el
extracto lograran alcanzar su respectivo blanco (amastigotes), o bien, la
cantidad de compuesto fue insuficiente. En consecuencia, el avance de la

enfermedad prevalecié por sobre el tratamiento.
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Figura 14. Evolucion de la lesion causada por la cepa de L. mexicana en ratones
C57BL/6 con y sin tratamiento. Los ratones se infectaron en el cojinete plantar con
5x10° de promastigotes en fase estacionaria. A) Expresa el promedio de las
medidas en los cojinetes en milimetros durante siete semanas por grupo de ratones.
B) Muestra el promedio de numero de parasitos por milimetro cuadrado de tejido en

el cojinete plantar.
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8. CONCLUSIONES

De acuerdo con los resultados observados se puede concluir que los
acidos maslinico y oleandlico poseen excelente actividad leishmanicida
sobre promastigotes de L. mexicana. A su vez, el extracto etandlico
preparado de los frutos de A. pungens K (pinglica) mostré efecto
semejante a los triterpenos pentaciclicos. Por lo cual, con la determinacion
de la CIso, se encontré6 que tanto el acido maslinico como el acido
oleandlico inhiben el crecimiento de promastigotes a concentraciones
bajas; por su parte, el extracto etandlico es activo frente a esta especie
de Leishmania a concentracidon alta. De hecho, la Clso para cada caso,
mostrd superar al valor obtenido por Glucantime® (ClIso>100 pug/mL).

Si bien la proliferacion parasitaria se logré cesar durante los ensayos
in vitro, quedé demostrado mediante los ensayos con ratones C57BL/6
infectados con L. mexicana, la importancia de encontrar un vehiculo
adecuado para la aplicacién topica, lo cual podria influir al efecto
antileishmaniasis sobre la forma intracelular de L. mexicana. Por tal
motivo, bajo el esquema utilizado se determind que, tanto los acidos
maslinico y oleandlico como el extracto etandlico no tuvieron efecto
inhibitorio sobre la evolucién de la enfermedad.

Finalmente, en este estudio se mostrd por primera vez la presencia
de dos compuestos no reportados previamente en la literatura del fruto
de la pinglica, el acido maslinico (acido (2a,3B)-2,3-dihidroxiolean-12-
en-28-oico) y el acido oleandlico (acido 3B-hidroxiolean-12-en-28-0ico).
En consecuencia, estos resultados permiten proponer al extracto etandlico
derivado del fruto de la pinglica, no solo como una opcidn terapéutica
para la leishmaniasis sino también como una fuente alternativa de
compuestos con importante actividad sobre el crecimiento y viabilidad en

parasitos de L. mexicana.
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9. PERSPECTIVAS

Determinar el efecto in vitro que ejercen los acidos maslinico y
oleandlico sobre la viabilidad de macréfagos de la linea celular RAW
264.7, a través del calculo de su Clso.

Evaluar la sobrevida de amastigotes intracelulares de Leishmania
mexicana en macréfagos incubados con los acidos maslinico y
oleandlico.

Determinar una formulacién adecuada para el vehiculo que permita
una eficaz absorcién de los acidos maslinico y oleandlico por via
cutanea, y en consecuencia desarrollar una terapia novedosa que
convine las propiedades farmacoldgicas de estos compuestos.
Elucidar los mecanismos de accién mediante los cuales estos
compuestos, acido maslinico y acido oleanolico, ejercen su efecto
sobre la viabilidad y crecimiento de Leishmania mexicana.
Continuar con la caracterizacion quimica de los compuestos

minoritarios presentes en los frutos de Arctostaphylos pungens K

(pinguica).
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ANEXOS W

11. ANEXOS
11.1. Anexo 1.

Tabla 7. Formulacion de la crema empleada como vehiculo en el ensayo in

vivo sobre la cepa de L. mexicana.

Compuesto Cantidad
Aceite mineral ligero 359
Cera de abeja 12 g
Miristato de isopropilo 109
Parafina 59
Lanolina 19
Propilparabeno 02¢g
Agua destilada 35.7¢9
Borax 19
Metilparabeno 02g
Vitamina E 0.2¢g
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ANEXOS
11.2. Anexo 2.
H-30
H-24
H-23 | H-25
H-27
H-29
H-25
H-3
H-18
H-12
3.‘58T 3.‘54T 3.‘50T 3.‘46T 3.‘42T 3.‘38T 3.‘34T 3.‘30T 3.‘26T 3122
f1 (ppm)
5‘.6 ' 5‘.4 ' 5‘.2 ' g.O ' 418 ' ‘{.6 ' 3‘.4 ' ?j.z ' 2.6 ' 2.4 ' 2‘.2 ' 2‘.0 ' 1‘.8 ' 1‘.6 ' 1‘.4 ' 1‘.2 ' 1‘.0 ' d.B

f1 (ppm)

Figura 15. Espectro RMN-"H del acido oleandlico (PINC001), piridina-ds, 400 MHz.
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Figura 16. Espectro RMN-'3C del acido oleandlico (PINC001), piridina-ds, 100 MHz.
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Figura 20. Espectro RMN-"H del acido maslinico (PINC002), piridina-ds, 400 MHz.
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